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第一章序論
 DNA中の一塩基多型(ShlgleNucleotidePolymorphisms,SNPs)は,疾患や薬剤応答,副作用等の個人差
 の原因となる遺伝子変異であレ),その迅速,簡便かつ効率的な検出法の開発が,個人個人に遺伝子レベ
 ルで最適な薬剤や治療を施す「テーラーメイド医療」の実現に向けて重要な課題となっている。既存の
 検山法は,DNAマイクロアレイ等のハイブリダイゼーション法と,インベーダー法等の酵素法とに大別
 されるが,いずれも蛍光ラベル化や特殊な酵素,煩雑な分析操作を要する点など解決すべき課題が多い
 のが現状である。我々の研究グループでは新しいSNPs検出法として,有機小分子リガンドと脱塩基部位
 (APsite)を含むDNAプローブを併用する蛍光検出法を提案している。これは,DNA中のターゲット塩基
 の向かい側に疎水場であるAPsiteを意図的に形成し,ここに蛍光性有機小分子リガンドを取り込ませ,そ
 の水素結合形成を介したターゲット塩基の認識に基づく蛍光変化を検出する手法である。これまでにシ
 トシン選択性のAMND(2-Amhlo-7-methyl-L8-naphthyridhle)や,グアニン選択性のプテリン,チミン選
 択性のリボフラビン等のリガンドを開発し,PCR産物の迅速かつ簡便な解析が可能であることを示してき
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 た。しかし,これらのリガンドはいずれもターゲット塩基に対し蛍光消光応答を示すものであり,応答
 の正確性,明瞭性を考えた次世代のリガンド群の開発には蛍光応答特性の改善が重要な研究課題となっ
 ていた。そこで,本研究ではAMNDに疎水場蛍光プローブであるNBD(7-Nitrobellzo-2-oxa-1,3-diazole)を
 リンカーを介して連結した新規発蛍光(蛍光レシオ)型SNPs検出試薬AMND-NBDの開発を行うこととし
 た。また,そのリンカー長,疎水場プローブ部位,認識部位の蛍光応答への影響を調べるため,それぞ
 れAMND-1-NBD,AMND-DBD,AdMND-NBDについても新たに合成し,検討することとした。さらには
 蛍光検出法以外のSNPs検出法として,表面プラズモン共鳴(Surf&cePlasmollResomllce,SPR)を利用した
 新たなSNPs検出方法についても検討することとした。
 第二章疎水場プローブ導入に基づく蛍光性リガンドの合成
 新規蛍光性リガンド類については,以下のような経路により合成した。まず2,6一ジアミノピリジンを原
 料とし,これを!,i一ジメトキシー3一ブタノンと反応させることによりAMNDを合成した。次に,AMNDのア
 ミノ基をクロル基に撞擬してCIMNDとした後,ここから1,3一ジアミノプロパンを使って末端がアミノ基で
 あるリンカーを導入し,AMND-NH2とした。最後にAMND-NH2のリンカーの末端アミノ基を,NBD-F,
 NBD-COC1,DBD-Fで標識することにより,それぞれAMND-NBD,AMND-1-NBD,AMND-DBDの合成を
 達成した。また,AdMND-NBD,および疎水場蛍光プローブ部位のみを持つ比較,関連化合物類につい
 ても合成を行った。
 第三章疎水場プローブ導入に基づく蛍光性リガンドの機能評価
 第二二章で示した経路により合成されたAMND-NBDと,APsiしe含有DNA二重鎖(5'一GGTGGXGGCAG-
 3',3'一CCACCYCCGTC-5';X=APsite(SpacerC3),Y=Ta1・getbase(G,C,A,T))の相互作用を評価したとこ
 ろ,ターゲット塩基がシトシンの場合にのみNBDが蛍光発光応答を示し,発蛍光によるシトシン検出に
 成功した。これは,AMND部位がシトシンを認識してAPsiteに入り込んだ際,NBD部位がDNAの疎水場
 である副溝に位置しているためであると考えられる。また,AMND-NBDは一つの励起波長で異なる二波
 長の蛍光を観測可能であったことから,擬似、カラー表示による蛍光レシオ検出を行ったところ,色調,
 明るさの変化によりシトシンの明瞭な検出が可能であった。さらに,シトシンに対するAMND-NBDの結
 合定数を算出したところ,κ11=6.3×105M1(5。C)と,PCR産物の解析が可能な結合親和性を示した。
 本章における結果は,シトシンの検出において,蛍光発光およびレシオ測定という従来の蛍光消光応
 答より明確な応答に基づいた検出リガンドの開発を意味するものであり,より正確性の高い遺伝子診断
 の実現に向けて前進した成果であると考えられる。
 第四章疎水場一プローブ導入に基づく蛍光性リガンドの機能評価:リンカー長,認識部位および疎水場
 プローブの効・果
 第三章で示したAMND-NBDに対し,リンカーの長さを長くしたAMND-1-NBDでは,AMNDの蛍光強度
 が強くなった。これは,AMND-NBDが疎水性の高い二蛍光団が近傍にあって水口'1では自己会合状態を形
 成しているのに対し,AMND-1-NBDの場合は長いリンカーが障害となって会合状態がとりにくくなった
 ためであると考えられる。
 このAMND↓NBDとAPsite含有DNA二重鎖の相互作用を評価したところ,AMNDはAMND-NBDの場合
 と同じくシトシン,チミン(ピリミジン塩基)蛍光消光選択性を示したのに対し,NBDはほとんど選択
 性を示さなかった。従って,擬似、カラー表示による蛍光レシオ検出を行ったところ,ピリミジン塩基,
 プリン塩.基の明瞭な判別が可能であった。これは,AMND部位がAPsiteに入り込んだ際,リンカーが長 }-{三…哩…一一}㌔一一ボー一一一一一一⊥
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 い分NBD部位がDNA外に出る形となったためであると現在のところ考えられる。逆に言えば,AMND音rl
 位がAPsiteに入る際のNBD部位による立体障害が少なくなったため,結合定数はシトシンに対して、κH=
 2.5×!06MI,チミンに対してκ11=8.!×1σ3M」(5。C)と,単独のAMNDに匹敵する強さとなった。も
 ちろんこれはPCR産物の解析が可能な結合親和性であるといえる。
 また,疎水場プローブ部位をDBD(7-M〉二Dimethylalllinosulfollylbenzo-2-oxa-1,3-diazole)部位に変えた
 AMND-DBDとAPsite含有DNA二重鎖の相互作用を評価したところ,シトシンだけではなくチミンに対し
 ても蛍光発光応答を示した。これは,DBD部位がチミンの場合もDNAの副溝に位債しているためだと考
 えられる。よって,AMND-DBDをリガンドとすることで,ピリミジン塩基の蛍光発光による選択的検出
 に成功した。結合定数もシトシンに対してκH=9.3×!05M1,チミンに対してκ、1=6.2×105M'1(5。C)
 と算出され,PCR産物の解析が可能な結合親和性を示した。
 本章における結果も,ピリミジン塩基の検出において,第三章と同様に,より正確性の高い遺伝子診
 断の実現に向けて前進した成果であると考えられる。
 [
}
一
 第五章表面プラズモン共鳴検出への応用
 本章では蛍光検出法以外のSNPs検出法として,表面プラズモン共鳴(SPR)を利用した検出方法を検
 討した。この検出方法の概要は以下のとおりである。すなわち,金基板上にリガンドを固定化し,ここ
 に1)偏光を全反射条件で照射すると,表面プラズモン共鳴によりある角度で反射光強度の減衰が観測され
 る。この反射光の消失角度(SPR角度)は,リガンドとアナライト(分析対象物,ターゲットDNA)の
 結合により基板表面の質量が増加することで移動することが知られており,この角度の移動の経時変化
 をセンサーグラムとして表示し,検出する手法である。よってリガンドが必ずしも蛍光性である必要が
 なく,核酸塩基検出の選択肢の拡大が期待される。また,多検体フロー分析によるハイスループット検
 出が可能,アナライト(標的DNA)の標識が不要,イメージング解析が可能などの利点も挙げられる。本
 研究では,AdMND誘導体およびAMND誘導体を固定化したセンサーチップを用いることで,それぞれグ
 アニンおよびシトシンの高選択的な検出に成功した。また,このターゲット塩基の検出は,APsiteの上下
 隣接塩,基の種類に影響されないこともわかった。
 この結果により,検出の簡便性,応答の明確性と同時にリガンドの蛍光性の有無にとらわれない表面
 プラズモン共鳴を利用するSNPs検出法の有用性を示した。
第六章結論
 本研究で得られた結果,および知見について総括した。
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 論文審査の結果の要旨
 本論文における研究は,1,8一ナフチリジン誘導体に疎水場蛍光プローブであるNBD等をリンカーを介し
 て連結した発蛍光(蛍光レシオ)型SNPs検出試薬の開発を行うとともに,表面プラズモン共鳴を利川し
 た新たなSNPs検出方法の開発を日的としている。
 第一章では,SNPs検出法に関する現状と本研究の目的についてまとめられている。
 第二章では,新規蛍光性リガンドであるAMND-NBD,AMND-1-NBD,AMND-DBDおよびその関連,
 比較化合物の合成を達成している。,
 第三章では,AMND-NBDを有機小分子リガンドと脱塩基部位(APsite)を含むDNAプローブを併用す
 る蛍光検出法に適用し,発蛍光によるシトシンの検出に成功している。また擬似、カラー表示による蛍光
 レシオ検出によってもシトシンの明瞭な検出を可能としている。この結果はシトシン検出において,従
 来の蛍光消光応答による検出に比べて更なる正確性,明瞭性を考えた発蛍光(蛍光レシオ)型次世代リ
 ガンドの開発の達成を意味し,個人個人に遺伝子レベルで最適な薬剤や治療を施すテーラーメイド医療
 の実現に大きく寄与する結果であるといえる。
 第四章では,AMND-1-NBDについて,AMNDはAMND-NBDの場合と同じくピリミジン塩基蛍光消光選
 択性を示したのに対し,NBDはほとんど選択性を示さなかったことから,蛍光レシオ検出によりピリミ
 ジン塩基,プリン塩基の擬/り、カラー表示による明瞭な検出を達成している。またAMND-DBDについても,
 ピリミジン塩基の蛍光発光による選択的検出に成功している。この結果もピリミジン塩基,プリン塩基
 検出において,第三.章と同様にテーラーメイド医療の実現に大きく寄与する結果であるといえる。
 第五章では,表面プラズモン共鳴を利用する検出方法を検討し,AMND誘導体を固定化したセンサー
 チップを用いることで,グアニンおよびシトシンの高選択的な検出に成功している。この結果はリガン
 ドの蛍光性に左右されない非常に迅速かつ簡便なSNPs検出法を確立したものであり,より多くのSNPs変
 異パターンの検出の実現に大きく前進した結果といえる。
 以.しの研究成果は,論文提出者が自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有するこ
 とを示している。したがって,佐竹弘行君提出の博士論文は,博士(理学)の学位論文として合格と認
 める。
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